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干酪 乳 杆 菌 对 北京 黑 猪 保育 阶段 生长 性 能 及 肠 道 苗 群 的 影响 
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摘 要 : 本 试验 旨 在 探讨 饲 粮 中 添加 干酪 乳 杆 菌 对 北京 黑 猪 保育 阶段 生长 性 能 及 肠 道 菌 群 的 


影响 。 选 择 (3542) Ht. AH (7.532021) kg 的 北京 黑 猪 仔猪 120 头 ， 随 机 分 成 3 组 ， 


分 别 为 对 照 组 、 王 酷 乳 杆菌 组 和 金 址 素 组 ， 每 组 4 个 重复 ， 每 个 重复 10 头 。 对 照 组 试验 猪 


rs] RS iE fti Pa] 


良 〈 不 添加 干酪 乳 杆菌 和 人 金 霉 素 ); F 


干 栈 乳 杆菌 活 


略 乳 杆菌 组 试验 猪 饲 喂 在 基础 饲 粮 中 添加 


茵 冻 干 制剂 的 饲料 ， 每 千克 饲料 中 有 效 活 菌 数 在 4.0x 10? CFU; RERAN 


猪 饲 喂 在 基础 饲 粮 中 添加 金 霉 素 预 混 剂 的 饲料 , 每 千克 饲料 中 含 金 霉 素 75 mg. 试验 期 30 d, 


在 试验 第 28 天 时 采集 新 鲜 凑 样 ， 用 于 16S rRNA B8 V3~V4 区 测序 。 结 果 显 示 : 1) 与 对 照 


组 相 比 ， 王 酷 乳 杆菌 组 和 金 霉 素 组 的 平均 日 增 重 分 别提 高 12.71% CP«0.05) 和 8.58% 


CP<0.05)， 料 重 比 分 别 降低 7.34% 〈P<0.05) 和 4.52%(P>0.05)。2) 通过 对 凌 样 菌 群 ACE 


指数 、Chaol 指数 、Shannon 指数 和 Simpson 指数 进行 分 析 ， 发 现 干酪 乳 杆 菌 组 肠 道 菌 群 


丰 


富 度 和 多 样 性 均 高 于 对 照 组 和 金 霍 素 组 。3) 3 SERRE SEA A 17 个 菌 门 ，206 个 菌 属 ， 对 
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照 组 、 干 酷 乳 杆菌 组 和 金 霉 素 组 羡 样 中 分 别 含 有 198、200 和 197 个 菌 属 。 由 此 可 见 ， 在 北 


京 黑 猪 保育 阶段 饲 粮 中 添加 干 栈 乳 杆 菌 可 改善 仔猪 肠 道 内 菌 群 结构 ， 进 而 提高 生长 性 能 。 


关键 词 : 北京 黑 猪 ， 生 长 性 能 ; 


ERE PERILA; 


中 图 分 类 号 : S816 “文献 标识 码 : A 文章 编号 : 


随 着 科技 发 展 和 社会 进步 ,养殖 业 中 饲 用 抗生素 将 逐渐 被 禁用 ,寻求 抗生素 替代 品 和 蔡 


代 技 术 备 受 关注 。 益 生 菌 


产 性 能 ,被 人 们 寄予 了 厚望 。 干 酷 乳 杆菌 


善 肠 道 菌 群 


le 


F 衡 ， 产 生 痊 生性 物质 ， 促 进 动物 健康 ， 提 高 


(Lactobacillus casei) 是 益生 菌 的 一 种 , 农业 部 《 饲 


料 添 加 剂 品种 目录 》(2013) 允许 其 在 养殖 动物 中 添加 使 用 。 县 恰 涵 等 山 、 张 魏 伟 等 外 和 王 齐 


桓 等 B] 给 仔猪 《大 x 长 和 杜 x 长 x 大 ) 饲 喂 含 干酪 乳 杆 菌 的 饲 粮 后 发 现 促进 了 仔猪 肠 道 绒毛 及 


黏膜 上 皮 细 胞 发 育 ， 提 高 了 仔猪 采 食 量 和 日 增 重 ， 降 低 了 料 重 比 。 有 关 益 生 菌 和 抗生素 对 仔 


猪 肠 道 菌 群 的 影响 ，Zhang 等 自给 仔猪 (长 x 大 ) 


口服 罗 伊 氏 乳 杆菌 制剂 或 金 霉 素 后 发 现 ， 


与 金 考 素 组 相 比 ， 罗 伊 民 乳 杆 菌 组 仔猪 空肠 内 的 菌 群 ACE 指数 和 Chaol 指数 变 大 ， 菌 群 丰 


富 度 增加 ; Looft 等 外 在 仔猪 饲 粮 中 添加 抗生素 后 发 现 肠 


加 。 然 而 ，Poole 等 四 在 仔猪 〈 杜 x 大 ) 饲 粮 添 加 中 低 剂 


道内 容 物 中 变形 菌 门 的 相对 含量 增 


BE. 


f& (50 g/t) SARA RE 


AE Dal AEA PAN PEE AE Rs Li 等 中 在 仔猪 ( 杜 x 长 x 大 ) Ta ri HOS i Be K ARD 


MOMS, OCH], Aa NN MRO hy f^ Ug EG T K 


ER, 发 现 猪 肠 道 菌 群 变化 规律 与 添加 抗生素 类 似 。 对 于 不 同 猪 种 的 肠 道 SE) 菌 群 差异 ， 


白猪 、 大 白猪 和 杜 洛克 猪 以 及 藏 猪 、 


荣昌 猪 、 巴 马 猪 、 二 花脸 和 梅山 猪 的 肠 道 (类 便 〉 菌 群 情况 ， 发 现 不 同 品种 猪 的 装 样 菌 群 种 


/ 属 及 数量 存在 较 大 差异 ， 


国内 品种 比 国外 瘦 肉 型 品种 的 


Fai (BSE) 菌 群 多 样 性 更 丰富 。 


北京 黑 猪 是 我 国 自主 培育 的 特色 品种 , 与 引进 品种 杜 洛 克 、 长 白猪 、 大 白猪 或 其 杂交 猪 相 比 ， 


jun 


L 有 肉质 好 、 耐 粗 饲 和 抗 病 力 强 等 特点 ， 越 来 越 受 到 民众 的 欢迎 。 目 前 ， 有 关 干 酷 有 她 菌 对 北 


京 黑 猪 的 应 用 研究 尚未 见报 道 。 开 展 干酪 乳 杆 菌 


对 北京 黑 猪 保育 阶段 生长 性 能 和 肠 道 菌 群 的 
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研究 ， 将 会 为 北京 黑 猪 的 科学 养殖 和 绿色 发 展 提供 技术 支撑 。 


1 材料 与 方法 


1.1 试验 材料 


干 栈 乳 杆菌 活 菌 冻 干 制剂 ( 活 菌 数 2.0x101 CFU/g)， 由 北京 市 农林 科学 院 畜 牧 兽 医 和 


究 所 制备 。15% 人 金 霉 素 预 混 剂 购 自 金 河 集团 。 


1.2 ”试验 动物 分 组 与 饲养 


Tg 
M 


选用 北京 黑 猪 保育 阶段 猪 120 头 ，(35+2) 日 龄 、 体 重 为 〈7.53+0.21) kg， 随 机 分 成 3 


组 ， 分 别 为 对 照 组 、 干 酷 乳 杆菌 组 和 金 霉 素 组 ， 每 组 4 栏 〈 重 复 )， 每 栏 10 头 。 对 照 组 试验 猪 


Tu] Eus. CASAS IET AR SLT a 


MEER) 干酪 乳 杆 菌 组 试验 猪 饲 喂 在 基础 饲 粮 中 添加 


干酪 乳 杆 菌 活 菌 冻 干 制剂 的 饲料 ， 每 干 元 饲料 中 有 效 活 菌 数 在 4.0x10? CFU; 人 金 霉 素 组 试验 


猪 饲 喂 在 基础 饲 粮 中 添加 金 考 素 预 混 剂 的 饲料 ， 每 千克 饲料 中 含 金 考 素 75 mg。 基 础 饲 粮 的 


组 成 及 营养 水 平 见 表 1。 


试验 在 同一 保育 猪 舍 进行 ， 


28 C， 相 对 湿度 60%~70%, FAH 


饲养 管理 


实行 高 床 分 栏 饲养 ， 自 由 采 食 ， 自 由 饮水 ， 舍 内 温度 24 一 


LE 按 场 内 统一 技术 规程 进行 ， 试 验 期 为 30 d. 


表 1 基础 饲 粮 组 成 及 营养 水 平 〈 风 干 基础 ) 


Table 1 Composition and nutrient levels of the basal diet (air-dry basis) 


项 目 Items 
原料 Ingredients 
玉米 Corn 
麦 匣 Wheat bran 


豆粕 Soybean meal 
鱼粉 Fish meal 
预 混 料 Premix” 


合计 Total 


营养 水 平 Nutrient levels? 


水 分 Moisture 


% 


含量 Content 


66.0 
4.0 
23.0 
3.0 
4.0 
100.0 


11.20 


粗 蛋 白质 CP 18.63 
钙 Ca 0.68 
总 磷 TP 0.48 


P 预 混 料 为 每 千克 饲 粮 提 供 The premix provides the following per kilogram of the diet: Cu 
(as copper sulfate) 150 mg, Fe (as ferrous sulfate) 150 mg, Zn (as zinc sulfate) 140 mg, Mn (as 
manganese sulfate) 40 mg, Se (as sodium selenite) 0.3 mg, I (as potassium iodide) 0.6 mg, VA 


8 000 IU, VD; 1 800 IU, VE24IU, VK 1.8 mg, VB; 1.6 mg, VB26 mg, VB¢e 3.2 mg, VBi2 


0.05 mg， 生 物 素 biotin 0.3 mg, HT HE folic acid 1.2 mg, MIR nicotinic acid 24mg, 2 
pantothenic acid 18 mg， 和 氧化 胆 碱 choline chloride 0.4 g， 工 - 赖 氨 酸 盐 L-lysine salt 2.2 g， 苏 
ARER threonine salt 0.4 g， 钙 calcium 5 g， 总 磷 total phosphorus 3 g。 


2 水 分 、 粗 蛋白 质 、 钙 和 总 磷 为 实测 值 。Moisture, CP, Ca and TP are measured values. 


= 13 ”生长 性 能 测定 


以 


Turn 


分 别 在 试验 开始 和 试验 结束 时 空腹 称 重 ,记录 每 天 消耗 饲 粮 情 况 ， 计 算 平均 日 增 


均 日 采 食 量 和 料 重 比 。 


14 RRA DNA 提取 、16S rRNA 测序 


JEFES: 在 试验 的 第 28 Kine A AR, BEARER 2 hit, 每 组 采集 8 头 份 ， 


RRITE 24 头 份 。 用 无 菌 不 锈 钢 勺 采 集 猪 自然 排出 的 装 便 ， 每 头 采 集 新 鲜 羔 便 20 g 于 无 


nx 
x 


菌 管 中 ， 置 于 干冰 中 ， 带 回 实验 室 ， 保 存 于 -80 °C 冰箱 ， 用 于 提取 总 DNA. 


总 DNA 提取 : 用 TIANamp 微生物 DNA Kit [天 根 生化 科技 (北京 》 有 限 公司 」 提 取 


菌 总 DNA， 有 具体 提取 步骤 参照 试剂 盒 说 明 书 进行 。 用 DNA 纯化 试剂 盒 对 提取 


二 
$ 
E 


的 总 DNA 进行 纯化 ， 用 原子 分 光 光 度 计 和 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 检 验 总 DNA 浓度 和 纯度 ， 然 后 


置 于 -20 "C 冰 箱 保 存 备用 。 


区 


16S rRNA 基因 扩 增 及 测序 :以 北京 黑 猪 保育 阶段 猪 姜 便 细菌 总 DNA 为 模板 ，PCR 扩 


增 细 菌 16S rRNA BJ V3—VA 区 。 扩 增 体系 : 4 uL 的 5xFastPfu Buffer, 2 uL 的 2.5 mmol/L 


dNTPs, 4 0.8 uL HJ. E. F3f5l3J(5 umol/L), 0.4 uL 的 FastPfu DNA Polymerase, 10 ng 的 


DNA 模板 , 最终 体积 20 nL。 采用 细菌 通用 引物 : 338F CS-ACTCCTACGGGAGGCAGCA-3') 


和 806R (5'-GGACTACHVGGGTWTCTAAT-3'). PCR 反应 条 件 为 : 95 °C 变性 3 min; 95°C 


30s, 55°C 30 s，72 "C 45 s， 进 行 27 个 循环 ，72 *C， 延 伸 10 min。 每 个 样本 3 个 重复 ,将 


同一 样本 的 PCR 产物 混合 后 用 2% 琼 脂 糖 凝 胶 电泳 检测 ， 使 月 


fx (Axygen 公司 ) 切 胶 回收 PCR P777, Tris-HCl Zi; 2% 琼 脂 糖 凝 胶 


初步 定量 结果 ， 将 PCR 产物 使 用 QuantiFluor™-ST 葛 色 荧光 定量 系统 (Promega 公司 ) 进 


行 检测 定量 ， 之 后 按照 每 个 样本 的 测序 量 要 求 ， 进 行 相应 比例 的 混合 ; 


台 进 行 PE250 测序 。 


15 数据 分 析 


过 滤 read 尾部 质量 值 20 以 下 的 碱 基 ， 设 置 50 bp 的 窗 


O, WRA 


H AxyPrep DNA 凝 胶 回 收 试剂 


电泳 检测 。 参 照 电 沪 


E Illumina Miseq H 


口内 的 平均 质量 值 低 


于 20, 从 窗口 开始 截 去 后 端 碱 基 , 过 滤 质 控 后 50 bp 以 下 的 reads; 根据 PE reads 之 间 的 overlap 


关系 ,将 成 对 reads 拼接 (merge) 成 一 条 序列 ， 最 小 overlap 长 度 为 10 bp; 拼接 序列 的 overlap 


性 在 97% 以 上 的 序列 , 生成 OTU 表格 。 为 了 得 到 每 个 OTU 对 应 的 物 


classifier 贝 叶 斯 算法 对 97% 相 似 水 平 的 OTU 代表 序列 进行 


每 个 样本 的 菌 群 组 成 。 


得 到 OTU 的 代表 序列 , 将 所 有 优化 序列 map 至 OTU 代表 序列 , EH 


对 非 重 复 序列 〈 不 含 单 序列 ) 进行 操作 分 类 单元 (OTU) RK, ERX 


区 允许 的 最 大 错 配 比 率 为 02， 筛选 不 符合 序列 ;根据 序 列 首 尾 两 端的 barcode 和 引物 区 分 


样品 ， 并 调整 序列 方向 ，barcode 允许 的 错 配 数 为 0， 最 大 引物 错 配 数 为 2。 按照 97% 相 似 性 


DEBES, 


H5 OTU 代表 序列 相似 


分 类 信息 , 采用 RDP 


分 类 学 分 析 ， 并 在 各 个 水 平 统计 
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生长 性 能 数据 结果 用 平均 值 + 标准 误 表 示 ， 数 据 处 理 与 分 析 采 用 SPSS 19.0 统计 软件 中 


ANOVA 程 请 


E 


结果 与 分 析 


生 判 断 标准 。 


生长 性 能 情况 


HX 2 nfAu, dEJEx 


进行 单 因素 方差 分 析 ， 采 月 


猪 保育 阶段 饲 粮 


H Duncan 氏 法 进行 多 重 比较 ， 以 P<0.05 作为 差 


添加 干酪 乳 杆菌 和 金 霉 素 均 能 提高 平均 日 增 


降低 料 重 比 。 与 对 照 组 相 比 , 干酪 乳 杆 菌 组 和 金 霉 素 组 的 平均 日 增 重 分 别提 高 了 12.71% 


(P<0.05) 和 8.58% 〈P<0.05)， 料 重 比分 别 降 低 了 7.34% CP«0.05) I 4.52%(P>0.05). 与 


E 和 料 重 比 都 有 所 改善 ， 但 差异 不 显著 (P>0.05)。 


F 栈 乳 杆 菌 组 的 平均 日 增 
表 2 干酪 乳 杆 菌 对 北京 黑 猪 保 


育 阶段 生长 性 能 的 影响 


Table 2 Effects of Lactobacillus casei on growth performance of Beijing black pigs in 


nursery stage 


对 照 组 干酪 乳 杆 菌 组 ERRA 
项 目 Items 
Control group Lactobacillus casei group Chlortetracycline group 

初 重 Initial weight/kg 7.5740.24 7.5740.18 7.4540.20 
RE Final weight/kg 17.01+0.55° 18.21+0.44* 17.704£0.47" 
平均 日 增 重 ADG/g 314.67£11.95° 354.67410.58* 341.67+10.86" 
平均 日 采 食 量 ADFLg 557.60+40.58 581.66:46.42 578.56::50.23 
料 重 比 F/G 1.77+0.12* 1.6440.20° 1.69+0.11% 

同行 数据 肩 标 不 同 小 写字 母 表示 差异 显著 (P<0.05)。 

In the same row, values with different small letter superscripts mean significant difference 
(P<0.05). 


2.2 肠 道 菌 群 情况 


2.2.1 


序列 及 OTU 统计 


对 照 组 、 干 酷 乳 杆菌 组 和 金 霉 素 组 


BEJERE 24 个 ， 对 其 分 析 后 共 获 得 了 1 439 917 


条 高 质量 序列 ， 有 效 长 度 为 634 742 973 bp， 平 均 长 度 为 440.82 bp。 对 照 组 、 于 酷 乳 杆菌 组 
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和 人 金 霉 素 组 的 序列 数 分 别 为 467 327. 488 949 和 483 641， 长 度 分 别 为 206 235 445. 215 290 


320 和 213 217 208 bp. 


按照 97% 相 似 性 ， 对 非 重 复 序 列 〈 不 含 单 序列 ) 进行 OTU RK, RATE PAERIREA 


体 ， 得 到 所 有 24 ERE OTU 的 代表 序列 871 056、OTU 数 14 390， 对 照 组 、 王 酷 乳 杆菌 组 


MEAR OTU 数 分 别 为 4782、4 920 和 4688。 由 图 1 AR, WEHA, FBR SLATE 


菌 组 和 金 霉 素 组 共有 的 OTU 数 为 823， 对 照 组 独 有 的 OTU 数 为 5， 干 酷 乳 杆菌 组 独 有 的 


OTU 数 为 29， 金 霉 素 组 独 有 的 OTU 数 为 3。 


L 


C: 对 照 组 ; L: PITAA; A 金 霉 素 组 。 下 图 同 。 


C: control group; L: Lactobacillus casei group; A: chlortetracycline group. The same as 


below. 


图 1 34H3&fÉ OTU 维 恩 图 


Fig.l The OTU Venn diagram of fecal samples among three groups 


2.2.2” 肠 道 菌 群 多 样 性 


HR 3 可 知 ， 对 照 组 、 干 酷 乳 杆菌 组 和 金 霉 素 组 数 样 的 测序 履 盖 率 在 99.68% 一 99.72%6 。 


3 组 数 样 中 ， 对 照 组 的 ACE 指数 和 Chaol 指数 最 低 ; 干酪 乳 杆 菌 组 的 ACE 指数 、Chaol 指 


数 和 Shannon 指数 都 是 最 高 ， 金 考 素 组 的 Simpson 指数 最 高 ，Shannon 指数 最 低 。 通 过 对 3 


aXiv& 


Chin 


ZS REA ACE 指数 、Chaol 指数 、Shannon 指数 和 Simpson 指数 比较 ， 发 现 干 酷 乳 杆菌 组 
的 肠 道 菌 群 丰富 度 和 多 样 性 高 于 对 照 组 和 金 霉 素 组 。 
表 3 3 组 凑 样 的 菌 群 多 样 性 指数 


Table3 The microflora diversity indexes of fecal samples among three groups 


丰富 度 指数 多 样 性 指数 
Coverage 
Abundance indexes Diversity indexes 
指数 
组 别 Groups ACE 指 Shannon 指 Simpson 指数 
Coverage 
数 ACE Chaol 指数 数 Shannon Simpson 
index 
index Chaol index index index 
对 照 组 Control group 679.0 678.4 0.9970 4.465 0.027 
干 栈 乳 杆 菌 组 Lactobacillus 
690.4 691.1 0.9972 4.580 0.027 
casei group 
EAH Chlortetracycline 
679.6 684.0 0.996 8 4.316 0.036 
group 
22.3. MA KR 
在 门 分 类 水 平 上 ， 菌 群 组 成 情况 见 图 2 和 图 3。3 组 装 样 中 总 共有 17 个 菌 门 ， 其 中 拟 杆 


BI] (Bacteroidetes )、 厚 壁 


(Spirochaetae) 为 优势 菌 门 


相对 丰 度 有 差异 ， 其 中 金 霉 素 组 的 拟 杆菌 


旋 体 门 的 相对 丰 度 分 


丰 度 相近 ， 它 们 的 拟 杆 菌 


47.30%、47.89% 和 46.86%、3.01% 和 3.89%、0.82% 和 1.0296. "bh. 4 


微 菌 门 CVerrucomicrobia), 


别 为 44.94%、2.38% 和 0.43%; 


rd. 


fl] (Firmicutes) BRA 


， 它 们 的 相对 丰 度 在 99.02% 一 99.07%。3 组 


门 相 对 丰 度 为 51.28%， 厚 壁 菌 


门 〈Proteobacteria ) 和 螺旋 体 门 


差 样 中 的 优势 菌 站 


门 、 变 形 菌 门 和 螺 


厚 壁 菌 门 、 变 形 


其 相对 丰 度 为 0.0006 9%. 


FAR SLAT K 


组 和 对 照 组 的 优势 菌 门 相对 


菌 门 和 螺旋 体 门 相对 丰 度 分 别 为 47.30% 和 


pal ZELUS C 


ERAT!) 
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Bacteroidetes 
Firmicutes 
Proteobacteria 
Spirochaetae 
Others 


Relative abundance (96) 


100 — 
80 
60 
40 
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0 
C A 上 


Bacteroidetes: 拟 杆 菌 门 ; Firmicutes: 厚 壁 菌 门 ; Proteobacteria: 变形 菌 门 ; Spirochaetae: 
螺旋 体 门 ， Others: 其 他 。 
2 门 水 平 上 的 优势 菌 群 分 布 
Fig.2 Distribution of dominant flora at phylum level 


Spirochaetae 
Proteobacteria 
Tenericutes 
Cyanobacteria 
Actinobacteria 
SHA-109 
Firmicutes 
Bacteroidetes 
Synergistetes 
Bacteria unclassified 
Elusimicrobia 
Saccharibacteria 
Lentisphaerae 
Fibrobacteres 
Fusobacteria 
Chlamydiae 
Verrucomicrobia 
A C L 


0 0 0.06 1.63 51.28 
Relative abundance of community (%) 


Spirochaetae: 螺旋 体 门 ; Proteobacteria: 变形 菌 门 ， Tenericutes: 软 壁 菌 门 ; 
Cyanobacteria: 蓝 细菌 ; Actinobacteria: 放 线 菌 门 ; Firmicutes: 厚 壁 菌 门 ; Bacteroidetes: 
拟 杆菌 门 ;Synergistetes: 互 养 菌 门 ; Bacteria_unclassified: 未 分 类 细菌 ; Lentisphaerae: 
AERE RI]; Fibrobacteres: 纤维 杆菌 门 ;，Fusobacteria: 梭 杆菌 门 ，Chlamydiae: 
衣原体 门 ，Verrucomicrobia: PEMAI]. 
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3 ” 菌 群 在 门 水 平 上 的 热 图 


Fig.3 Heatmap of microbiota at phylum level 


在 属 分 类 水 平 上 ， 菌 群 组 成 情况 见 图 4 和 图 5。3 组 装 样 中 总 共有 206 个 菌 属 ， 对 照 组 、 


FS FLY ER ZEUNT SR AER DIA 198. 200 和 197 个 菌 属 ， 相 对 丰 度 大 于 1% 的 菌 属 


330 个 ， 总 相对 丰 度 在 83.28% 一 86.02%。3 组 养 样 中 的 菌 属相 对 丰 度 不 同 ， 金 霉 素 组 中 普 


氏 菌 属 9 (Prevotella 9) 的 相对 丰 度 较 高 ， 为 27.90%， 干 栈 乳 杆菌 组 和 对 照 组 的 相近 ， 分 


别 为 19.87% 和 20.27%; 金 霉 素 组 中 普 雷 证 氏 菌 科 NK3B31 群 (Prevotellaceae_ NK3B31. group) 


的 相对 丰 度 (5.12%) 低 于 干酪 乳 杆菌 组 和 对 照 组 〈 分 别 为 7.31% 和 7.22%)。 另 外 ， 在 对 照 


组 中 ， 链 球菌 属 (Streptococcus) 和 不 可 培养 韦 荣 球 菌 科 (Veillonellaceae_uncultured〉 的 相 


对 丰 度 较 高 ， 分 别 为 5.31% 和 3.94%; 在 金 霉 素 组 中 ， 巨 型 球菌 属 (Megasphaera) 和 乳酸 


杆菌 属 (Lactobacillus) 的 相对 丰 度 较 高 ， 分 别 为 6.47% 和 3.16%; 在 干 酷 乳 杆菌 组 ， 未 分 


类 毛 螺旋 菌 科 (Lachnospiraceae_unclassified) RAILA (Anaerovibrio) 的 相对 丰 度 较 


高 ， 分 别 为 5.76% 和 3.49%。 
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Prevotella 9: X RA 


Prevotella 9 

Prevotellaceae NK3B31 group 
Megasphaera 
Lachnospiraceae, unclassified 
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Anaerovibrio 

Prevotella 2 

Bacteroidales 824-7 group norank 
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Prevotellaceae_unclassified 
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Succinivibrio 
Ruminococcaceae_UCG-005 
Selenomonas 

Prevotela_7 
Ruminococcaceae_UCG-014 
Christensenellaceae_R-7_group 
Faecalibacte rium 

Phascolarctobacte rium 
Prevotellaceae_UCG-003 
Ruminococcaceae_NK4A214 group 
Dialister 

[Eubacterium] coprostanoligenes group 
GR-WP33-58 norank 

Mitsuoke la 

Others 


属 9; Prevotellaceae NK3B31 group: 普 雷 沃 氏 菌 科 NK3B31 群 ; 


Megasphaera: 巨型 球菌 属 ; Lachnospiraceae unclassified: 未 分 类 毛 螺 旋 菌 科 ; Streptococcus: 


链球 菌 


属 ; Anaerovibrio: 厌 氧 弧 菌 属 ; Prevotella 2: 普 氏 菌 属 2; Prevotella 1: 普 氏 菌 属 1; 


Prevotellaceae uncultured: 不 可 培养 普 雷 湛 氏 菌 科 ; Veillonellaceae_uncultured: 不 可 培养 韦 
fh Lactobacillus: 乳 杆菌 属 ; Alloprevotella: 拟 普 雷 沃 菌 属 ; 
Ruminococcaceae UCG-002: 瘤胃 菌 科 UCG-002; Prevotellaceae_unclassified: 未 分 类 普 雷 沃 
属 ;，Ruminococcaceae UCG-005: 瘤胃 菌 科 UCG-005; 


这 球菌 


氏 菌 科 


Selenomonas: H F% Mu K 
菌 科 UCG-014; Phascolarctobacterium: 考 拉杆 菌 
科 UCG-003; Ruminococcaceae NK4A214 group: JA H H 
; Mitsuokella: 光 岗 菌 属 ，Others: 其 他 。 图 


杆菌 属 


; Succinivibrio: 琥珀 酸 弧 菌 


图 4 


属 水 平 上 的 优势 菌 群 分 布 


Fig.4 Distribution of dominant flora at genus level. 
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5 |i] The same as Fig.5. 


201812.00237v1 


chinaXiv 


ChinaXiv 合 作 期 刊 


'Ruminococcus] gauvreauii group 
fRuminococous]_gaywreaull-g 
Lachnospiraceae_uncultured 
Clostridiales vadinBB60 group norank 
dgA-11 gut group 
Lachnospiraceae ND3007 group 
Family XIl| ADS011 group 
Candidatus Soleaferrea 
Fusicatenibacter 
Coprococcus 2 
Lachnospiraceae XPB1014 group 
Coriobacteriaceae uncultured 
Terrisporobacter 
oprococcus 1 
Ruminiclostridium 5 
Sutterella 
Lachnospiraceae UCG-004 
Lachnospiraceae UCG-001 
Erysipelotrichaceae uncultured 
Peptostreptococcaceae unclassified 
Ruminiclostridium 
Marvinbryantia 
Bacteroidales uncultured 
Solobacterium 
Ruminococcus 2 
Lachnospiraceae UCG-006 
Lachnospiraceae FCS020 group 
Bacillus 
Ruminococcaceae UCG-009 
Ruminiclostridium 9 
[Fubacterium] halli; roup 
uminococcaceae UCG-003 
Catenibacterium 
Ruminococcaceae uncultured 
Holdemanella 
Sphaerochaeta 
Ruminiclostridium_6 
Asteroleplasma 
Thalassospira 
SHA-109_norank 
Bacteroidales unclassified 
Lachnospiraceae NC2004 group 
Coprococcus 3 
Anaerotruncus 
Clostridium sensu stricto 1 
Oscillibacter 
Mollicutes RF9 norank 
Parabacteroides 
Lachnospira 
Campylobacter 
[Eubacterium] ruminantium group 
Selenomonas 1 
Dorea 
Clostridium sensu stricto 6 
Desulfovibrio 
Gastranaerophilales norank 
Lachnospiraceae UCG-005 
Lachnospiraceae NK4A136 group 
Roseburia 
Prevotellaceae UCG-001 
Treponema 2 
GR-WP33-58 norank 
Mitsuokella 
Blautia 
Subdoligranulum 
Ruminococcaceae UCG-008 
Ruminococcus 1 
Acidaminococcus 
Ruminococcaceae unclassified 
Ruminococcaceae UCG-010 
Lachnospiraceae incertae sedis 
Oribacterium 
Rikenellaceae RC9 gut group 
Ruminococcaceae UCG-002 
Prevotellaceae unclassified 
Alloprevotella 
Prevotella 7 
Lactobacillus 
Christensenellaceae R-7 group 
Selenomonas 
Dialister 
Tri '] coprostanoligenes group 
revotellaceae UCG-003 
Ruminococcaceae UCG-014 
Ruminococcaceae NK4A214 group 
Phascolarctobacterium 
Faecalibacterium 
Ruminococcaceae UCG-005 
Succinivibrio 
Veillonellaceae uncultured 
Streptococcus 
Prevotellaceae uncultured 
Prevotella 1 
Bacteroidales S24-7 group norank 
Prevotella 2 
Anaerovibrio 
Lachnospiraceae unclassified 
Megasphaera 
Prevotellaceae NK3B31 group 
Prevotella 9 


Relative abundance of community (96) 


5 菌 群 在 属 水 平 上 的 热 图 


Fig.5 Heatmap of microbiota at genus level. 
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2.2.4 ”相似 性 分 析 


通过 对 3 组 凑 样 门 水 平 上 聚 类 树 图 分 析 ，3 组 凌 样 中 菌 群 组 成 和 相对 丰 度 有 所 不 同 ， 见 


图 6。 与 对 照 组 和 和 干酪 乳 杆 菌 组 相 比 ， 金 霉 素 组 盖 样 中 拟 杆菌 门 相对 丰 度 较 高 ， 厚 壁 菌 门 和 


变形 菌 门 相对 丰 度 较 低 ， 对 照 组 与 干酪 乳 杆 菌 组 的 盖 样 中 菌 群 组 成 和 相对 丰 度 较 接 近 。 


Similarity Taxonomic composition Taxon 


Œ Proteobacteria 
Others 


Bacteroidetes: 拟 杆菌 门 ; Firmicutes: 厚 壁 菌 门 ; Proteobacteria: 变形 菌 门 ; Others: 其 他 。 


图 6 TKF EKE EER RR E 


Fig.6 Microbiota community barplot with cluster tree at phylum level 


3 W it 


3. 于 栈 乳 杆 菌 对 北京 黑 猪 保育 阶段 生长 性 能 的 影响 


益生 菌 能 够 增强 肠 道 屏障 功能 ， 增 加 小 肠 绒 毛 高 度 , 增 大 小 肠 的 吸收 面积 ,促进 机 体 对 


营养 物质 的 消化 吸收 和 健康 生长 。 县 恰 涵 等 中、 张 魏 伟 等 外 和 王 齐 桓 等 外 的 研究 均 表 明 干 酷 


乳 杆菌 能 够 显著 提高 断奶 仔猪 小 肠 的 绒毛 高 度 ， 增 加 绒毛 高 度 与 肠 隐 窜 深度 的 比值 (V/C 


值 )， 增 加 肌 层 厚度 及 增殖 细胞 核 抗原 PCNA) 含量 ， 能 有 效 维护 断奶 仔猪 肠 道 健康 ， 减 


轻 大 肠 杆菌 对 肠 黏 膜 结构 的 损害 ,促进 肠 道 的 发 育 , 提高 断奶 仔猪 的 生长 性 能 和 饲料 利用 效 


率 。 本 研究 在 北京 黑 猪 保育 阶段 饲 粮 中 分 别 添加 干酪 乳 杆 菌 制 剂 和 金 霉 素 ， 发 现 干 酷 乳 杆 菌 


和 人 金 霉 素 均 可 提高 仔猪 的 生长 性 能 ， 干 酷 乳 杆菌 组 的 平均 日 增 重 比 对 照 组 提高 了 12.71%, 


料 重 比 降 低 了 7.3496; 金 霉 素 组 的 平均 日 增 重 比 对 照 组 提高 了 8.58%, 料 重 比 降低 了 4.52%; 


干酪 乳 杆菌 组 与 金 霉 素 组 相 比 ， 平 均 日 增 重 和 料 重 比 也 有 所 改善 ,但 差异 不 显著 。 本 研究 结 
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果 表 明 , 北京 


著 降 低 料 重 比 ， 这 与 县 怡 涵 等 四 给 仔猪 〈 大 x 长 ) 饲 喂 干 酷 乳 杆菌 的 效果 基本 一 致 ， 这 也 表 


明 在 猪 保育 阶段 饲 粮 中 适当 添加 干 栈 乳 杆 菌 ， 不 管 是 对 国外 引 i 


黑 猪 保育 阶段 饲 粮 中 添加 干酪 她 杆菌 制剂 可 以 显著 提高 仔猪 的 平均 日 增 重 , 显 


均 有 助 于 维持 肠 道 健康 ， 提 高 仔猪 生长 性 能 。 


3.2 干酪 乳 杆 菌 对 北京 黑 猪 保育 阶段 肠 道 菌 群 的 影响 


猪 种 ， 还 是 国内 培育 猪 种 


动物 肠 道 中 栖息 着 数量 庞大 且 复 杂 多 样 的 菌 群 ， 菌 群 与 宿主 之 间 存 在 着 互利 共生 关系 ， 


宿主 为 菌 群 提供 栖息 地 和 营养 , 菌 群 协助 宿主 新 陈 代谢 , 肠 道 菌 群 对 宿主 营养 消化 和 健康 起 


群 多 样 性 分 析 过 程 中 ，Coverage 指数 值 越 高 ， 则 样本 中 序 允 


Chaol 指数 和 Shannon 指数 值 越 大 ， 说 明 群 落 丰 富 度 和 多 样 怕 


着 重要 作用 24 。 研 究 人 员 常常 通 过 新 鲜 凑 样 中 菌 群 的 变化 了 解 肠 道内 菌 群 的 情况 ， 在 菌 


Lr. 


被 测 出 的 概率 越 高 ， ACE 指数 、 


Eek iy; Simpson 指数 值 越 大 ， 


说 明 群 落 多 样 性 越 低 。 本 研究 采用 高 通 量 测序 技术 对 北京 黑 猪 保育 阶段 24 个 鲜 盖 样 进行 了 


测序 , 测序 覆盖 率 在 99.68% 一 99.72%， 并 获得 了 1439 917 条 高 质量 序列 和 14 390 个 OTU, 


利用 维 恩 图 对 3 组 凑 样 进行 比较 发 现 ， 对 照 组 、 干 酷 乳 杆 


菌 组 和 金 霉 素 组 共有 的 OTU 数 为 


823 个 ， 干 酷 乳 杆菌 组 独 有 的 OTU ARE 〈29 个 )， 金 霉 素 组 独 有 的 OTU 数 最 少 (3 个 )。 


对 菌 群 进行 多 样 性 分 析 发 现 ， 干 酷 乳 杆菌 组 盖 样 的 ACE 指数 、Chaol 指数 和 Shannon 指数 


均 高 于 对 照 组 和 金竹 素 组 , 表明 干酪 乳 杆 菌 组 的 凑 样 菌 群 丰富 度 和 多 样 性 均 高 于 对 照 组 和 人 金 


ERA: 而 金 霉 素 组 的 Simpson 指数 最 高 , 表明 金 霉 素 组 凑 样 中 的 苗 群 多 样 性 是 3 SSE 


BURA) 6 ASK 


EAS FEM 


霉 素 对 仔猪 肠 道 菌 


ACE 指数 和 Chaol 指数 增 大 ， 空 肠 菌 群 丰富 度 增加 ， 这 与 本 丰 


究 结 果 说 明 , 北京 黑 猪 保育 阶段 饲 粮 中 添加 干酪 乳 杆 菌 可 以 增加 肠 道 菌 群 的 丰 


E， 而 添加 金 霉 素 降低 肠 道 菌 群 的 多 样 性 。Zhang 等 内 研究 了 罗 伊 氏 乳 杆菌 和 金 


群 结构 和 多 样 性 的 影响 ， 与 金 霉 素 组 比较 ， 罗 伊 氏 乳 杆 菌 组 的 空肠 菌 群 


aE RS. m Li 等 中 在 


仔猪 饲 粮 中 用 类 肠 球菌 代替 抗生素 , 发 现 肠 道 菌 群 变化 和 添加 抗生素 时 类 似 , 其 菌 群 丰富 度 
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chinaXiv:201812.00237v1 


ChinaXiv 合 作 期 


和 多 样 性 均 低 于 对 照 组 。 可 见 ， 不 同 微生物 菌 种 对 肠 道 菌 群 的 影响 效果 是 有 差异 的 。 


国内 外 多 位 学 者 探讨 了 在 饲 粮 中 添加 抗生素 和 益生 菌 对 肠 道 菌 群 的 影响 ，Kim SUSIE 


饲 粮 中 添加 泰 乐 菌 素 后 发 现 可 引起 肠 道 内 微生物 种 群 的 变化 ， 特 别 是 乳酸 杆菌 属 、 


Sporacetigenium , Acetanaerobacterium 和 Eggerthella， 比 未 添加 组 的 检测 频率 高 。Looft 551 


探讨 了 抗生素 〈 金 霉 素 、 磺 胶 甲 喀 喧 和 青霉素 ) 对 猪 肠 道 菌 群 的 影响 ， 发 现 抗生素 处 理 14 d 


后 , 与 未 处 理 组 猪 只 相 比 ， 变 形 菌 门 相对 含量 增加 1% 一 11%。 而 Poole 等 [在 饲 粮 中 添加 金 


TER. UR 4 JAMES C50 g/t) 的 金 考 素 后 发 现 其 对 仔猪 ( 杜 x 大 ) 肠 道 菌 群 结构 无 显著 影响 。 


Li 等 中 以 仔猪 ( 杜 x 长 x 大 ) 为 对 象 ， 研 究 了 饲 粮 中 添加 烘 肠 球菌 代替 抗生素 的 情况 ， 发 现 猪 


肠 道 菌 群 变化 规律 与 添加 抗生素 组 类 似 。 本 研究 发 现 ,在 北京 黑 猪 保育 阶段 装 样 中 ， 厚 壁 菌 


bu 


门 和 拟 杆菌 门 是 优势 菌 门 ， 普 氏 菌 属 和 普 雷 沃 氏 菌 科 是 优势 菌 属 ， 这 与 Pajarillo 5606171, 


Kim 等 0 和 Zhao 等 09 对 杜 洛克 猪 、 长 白猪 和 大 白猪 生长 育肥 阶段 的 装 便 菌 群 的 研究 结果 类 


似 。3 组 凑 样 中 菌 群 组 成 及 相对 丰 度 是 有 差异 的 , 干 栈 乃 杆菌 组 独 有 疣 微 菌 门 ; 金 霉 素 组 的 


拟 杆 菌 门 、 放 线 菌 门 、 纤 维 杆 菌 门 、 笑 胶 球 形 菌 门 和 Saccharibacteria 相对 丰 度 比 对 照 组 和 


干酪 乳 杆菌 组 高 ， 而 厚 壁 菌 门 、 变 形 菌 门 、 螺 旋 体 门 和 梭 杆 菌 门 的 相对 丰 度 低 于 其 他 2 组 ; 


对 照 组 凑 样 中 链球 菌 属 的 相对 丰 度 高 于 干 栈 乃 杆菌 组 和 人 金 考 素 组 , 说 明 饲 粮 中 添加 干酪 乳 杆 


菌 或 金竹 素 可 以 降低 类 便 中 链球 菌 的 数量 ; 另外 , 研究 发 现 饲 粮 中 添加 金 堆 素 并 没有 降低 烘 


样 中 乳酸 杆菌 属 和 埃 希 氏 杆菌 属 - 志 贺 氏 菌 属 的 相对 丰 度 ， 添 加 干 栈 乳 杆菌 也 没有 提高 凑 样 


中 乳酸 杆菌 属 的 相对 丰 度 ， 这 与 Kim 等 中 和 Li 等 中 的 结论 类 似 。 


关于 不 同 品种 猪 的 肠 道 菌 群 差异 情况 ， 杨 柳 等 加、 肖 文 萍 办、 杨 丽 娜 0 和 杨 伟 乎 上 比较 


了 藏 猪 、 荣 昌 猪 、 巴 马 猪 、 二 花脸 、 梅 山 猪 以 及 长 白猪 、 大 白猪 和 杜 洛克 猪 的 肠 道 ( 凑 便 ) 


菌 群 情况 ， 发 现 不 同 品种 猪 的 冻 样 菌 群 种 / 属 及 数量 有 较 大 差异 ， 国 内 地 方 品种 巴 马 猪 、 二 


花脸 和 梅山 猪 的 凑 样 菌 群 罕 为 一 秘 , 外 来 瘦 肉 型 品种 大 白猪 、 约 克 夏 和 杜 洛克 的 凑 样 菌 群 穴 
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"latus cur hee VER 


e 
C hInaA TIVE 


Af FEA EE ES te (SEDE). 菌 群 多 样 性 更 丰富 ， 盲 肠 中 的 纤维 素 分 


具有 肉质 好 、 耐 粗 饲 和 抗 病 力 强 等 特点 的 北京 


解 菌 的 数量 更 大 。 本 研究 也 发 现 了 类 似 规律 


黑 猪 ， 其 保育 阶段 北 样 中 普 氏 菌 属 (Prevotella), YER RE (Prevotellaceae). AE 


zl 


fL CGRuminococcaceae). ESR] EH (Lachnospiraceae) 和 厌 氧 弧 菌 属 等 纤维 素 分 解 菌 (或 


半 纤 维 素 分 解 菌 ) 的 相对 丰 度 较 高 。 


4 结 i 


羊 的 丰富 度 和 多 样 性 , 有 


下 
DH 


在 北京 黑 猪 保育 阶段 饲 粮 中 添加 干酪 乳 杆 菌 能 增加 仔猪 肠 道 


一 利于 肠 道 健 康 ， 进 而 提高 饲料 利用 率 和 仔猪 的 生长 速度 。 
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Forestry Sciences, Beijing 100097, China; 2. Beijing Heiliu Animal Husbandry Science and 


Technology Ltd. Co., Beijing 102211, China) 


Abstract: This experiment was conducted to study the effects of Lactobacillus casei on growth 
performance and intestinal microflora of Beijing black pigs in nursery stage. A total of 120 
weaned piglets for Beijing black pigs with the age of (3552) days and average body weight of 
(7.53 £0.21) kg were randomly distributed into 3 groups with 4 replicates per group and 10 piglets 
per replicate, comprising of control group, Lactobacillus casei group and chlortetracycline group. 
The piglets in the control group were fed a basal diet (without Lactobacillus casei or 
chlortetracycline), the piglets in the Lactobacillus casei group were fed the basal diet 
supplemented with living bacteria freeze dry preparation of Lactobacillus casei, and the living 
bacteria count was 4.0x10? CFU/kg diet, and the piglets in the chlortetracycline group were fed 
the basal diet supplemented with chlortetracycline premix, and the chlortetracycline content was 
75 mg/kg diet. The experiment lasted for 30 d. At the 28th day of the experiment, the fresh feces 
were collected and used for sequencing of the V3-V4 hypervariable region of the 16S rRNA. The 
results showed as follows: 1) compared with the control group, the average daily gain of 
Lactobacillus casei group and chlortetracycline group was significantly increased by 12.71% (P< 
0.05) and 8.58% (P < 0.05), the feed/gain was decreased by 7.34% (P < 0.05) and 4.52% (P > 
0.05), respectively. 2) Lactobacillus casei group increased the species richness and diversity of 
microbiota, as indicated by the ACE index, Chaol index, Shannon index and Simpson index, 
compared with the control group and the chlortetracycline group. 3) Seventeen phyla and 206 
genera were contained by three groups of feces, and 198, 200 and 197 genera were found in the 
control group, Lactobacillus casei group and chlortetracycline group, respectively. The results 
indicate that Lactobacillus casei supplementation in the diet has beneficial effects on the 
improvement of intestinal microflora structure and growth performance of Beijing black pigs in 
nursery stage. 

Key words: Beijing black pigs; growth performance; intestinal microbiota; Lactobacillus casei; 


chlortetracycline 
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